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Abstract of DE 19921537 (A1) 

Treating carbohydrate metabolism disorders, by activation of PKS/Akt in insulin-secreting beta -cells 
comprises administration of giucagon-related peptide (GLP-1), glucose-dependent insulinotropic 
polypeptide (GIP) or exendin-4, their derivatives of agonists, receptor or signal transduction cascade 
agonists, GLP-1 or GIP endogenous synthesis or release stimulants and corresponding salts.; 
Independent claims are also included for the foliowing: (1) use of a pharmaceutical composition 
containing GLP-1, GIP or exendin-4 (or their agonists or derivatives) for inducing the proliferation of 
insulin -secreting beta -cells and inhibiting their premature programmed cell death; and (2) isolating beta 
-cell-specific activation effectors for PKB/Akt comprising measuring the proliferative or anti-apoptosis 
activity of drugs in cell proliferation studies (specifically using INS-1, HIT, beta -TC or RiNmFS cells, 
especially isolated islet cells). 
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@) Verfahren zur Induzlerung von Zellwachstum durcb Verwendung geeigneter Mrttei 

(§) Die Erfindung betnfft erne Methods zur Therapie von 
Storungen des Kohlehydratstoffwechsels durch Verbes- 
serung derzeltularen Funktion der insuHnsezernierenden 
p-Zellen durch Induzierung der Proliferation und Verftin- 
derung ihres vorzeitigen prograrnmierten Zeiltodes urn 
dadurch die Menge des korpereigenen Insulins zu erho* 
hen, das bei erhohten Blutzuckerspiegeln ausgeschuttet 

werden karm. Erne bevorzugte Methode betnfft die Verab- v 

retchu ng von Effektoren, die die Protemkinase B/Akt in 

den insultnsezernierenden p-Zelien aktivieren, Bevorzug- 
te Effektoren beinhalten GLP-1, GIP f Exendin-4 oder Ago- 

nisten des GLP-1 Rezeptors, Agonisten des GJP-Rezeptors 

und ihre pharmakologischen Seize und Derivate, Ferner 

beschreibt die Erfindung eine Methode Substanzen zu 

fsolieren, die durch Alctivierung der PKB/Akt auf insulinse- 
t zernierende ZeMen wachstumsforde rnd wirken und einen 
, vorzeitigen Zelftod verhindern. 
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Beschreibung 
1 . Kurzfassung 

Die Brfmdung bciriill die Anwendung von Verfahren zur 5 
Therapie des Diabetes mellhus, hoi denen es durch die Ver- 
abreichung von GLP~1 ? GIP oder analog wirkenden Sub- 
slanz&n zur spezUisehen Aklivierung der Serin-Threoninki- 
nasc Protein kinase B/Akl (PKB/Akt) in insulinsezernieren- 
den fi-Zellcn der Bauchspcichcl druse komntL In Folge der 10 
Verabreicbung von PKB/Akl-AktivierungselTektoren wird 
eine Verbesserung der zellularen Funktion durcb erne Ver~ 
hioderung des Zeiltodes und eine Sieigerung der Prolifera- 
tion von insulinsezernierenden Zellen erreicht. Dadurch er- 
hoht sieh die Menge des korpereigenen Insulins und des C- *s 
Peptids, das bei erhdhfen Blutzuckerspiegeln ausgeschDtlet 
werden kann, was eine Stimulierung des KohichydralstolT- 
vvechsels des behandeiten Organismus nacb sich ziehL Fer- 
ner beschreibt die Erftndung eine Meyhode S T ubstanzen zu 
isolieren, die durch Aktivierung der PKB/Akt auf insulinse- 20 
zemiereode Zellen wachstumsfordernd wirken und einen 
Yorzeitigen Zelltod veriiindern. 

2. Stand der Technik 

25 

Problemstellung 

Bei der Therapie des Diabetes meliitus 'Vyp II kotiwien 
hauptsachlich Verfahren zur Anwendung, die die Insulinse- 
kretion aus insulinsezernierenden p- Zellen der Bauchspei- 30 
cheldriise erhohen (z. B. Sulfonylharnstoffe wie Glipencla- 
mid), die Glukosea uf nahme in die insutinsensiriven Gewebe 
erleichtera (z. B, Biguanide wie Metformin) oder die Anfiu- 
tung von GJukose itn Blut nach Nahrungsaufnahine vermin- 
dern (z. B. a-Glukosidaseinhibitoren wie Acarbose). Diese 35 
Therapiefonnen konnen jedoch in der Regel die Phase des 
absolulen Insulininangels nicht verhmdern sondern nur ver- 
zogern und konnen den Untergang der insulinproduzieren- 
den Zellen nicht verhindern sondern hochslens verzdgem 
(Clark el al. Diabetes Res "Clin Pract 28 Suppl (1095) S. 40 
39-47, Coutant et al. Diabetes Metab 23 Suppl 3 (1997) 
25-28 und C R. Kabn in Principles and Practice of Endocri- 
nology and Metabolism, Second Edition. K.L. Becker Ed 
(LB. Lipincott Company, Philadelphia, (1995), 1198-1202, 
1210-1216)). 45 

.Bine andcrc therapeutischc Moglicbkeit zur Bchandlung 
des Diabetes meliitus besteht in der pharmakotogischen An- 
wendung des Inkretineffektes (Bbert und Creutzfeld Diab 
Met Rev 3 (1987) 1-16 und Dupre in The Endocrine Pan- 
creas, B. Samols, Ed (Raven Press, New York, ( 1991) 50 
253-281)). Nach oraler Aufnahme einer bestimmten Kalo- 
rienmenge komnit. es zu einem hoberen Anstieg des Insulins 
hit Plasma als nach parenteraler Verabreichung der gleiohen 
Kalorienmenge. Diese hormonelle Wirkung wurde als In- 
kretineffekf bezeichnet (Ebert. und Creutzfeld, vide sura, .55 
und Fehmann et al. Endocrine Rev 16 (1995) 390-410). Die 
Peptidhormone Glucose-dependent insulinotropic polypep- 
tide (GIF) und Glucagon-related peptide- 1 (GLP-1) wurden 
als HaupMnkretinhormone charakterisierl. (Fehmann et al. 
vide sura). Ttn folgenden sind in der Bezeichnung GLP-1 60 
und GIF alie bioaktiven Formen von GLP-1 und GIP und ih- 
rer Analoge mit insulinotropen Wirkungen enthalien. Alter- 
nativ werden die bioaktiven Formen von GLP- 1 und GIP als 
Insulinotrope bezeichnet. GLP-1 und GIP werden nach NFah- 
rungsaufnhame aus endokrinen Zellen des Darmes freige- 65 
setzt und bewirken eine Insulinfreisetzung aus den insulin- 
sezernierenden p- Zellen des endokrinen Pankreas in Abhan- 
gigkeit. vom Glukosespiegel im Plasma (Fehmann et aL vide 



sura und Volz el aL vide sura). Die Rezeptoren fur GIP und 
GLP-1 wurden auf insulinsezernierenden P~ Zellen nachge- 
wiesen. Nacb Bindung von GLP-1 und GIP an ihre Rezepto- 
ren kommt es zu einem Anslieg des intrazellularen zykH™ 
schen Adenosinmonophosphat und da<iurch uber die Erho- 
liung des intazellularen Calciuiiis zu einer erlcichlerlen In- 
sulinsekmlion (Fehmann et al. vide sura, Volzei aL vide sura 
und Thorens in WO 9319175 und WO 9625487). 

Die pharmakologische Verabreichung von GLP-1 zur Be- 
handiung des Diabetes meliitus wird wegen der insulinotro- 
pen Wirkung dieses Peptides als erfolgversprechender The- 
rapieansatz angesehen (zuni Beispiel Habener et al. WO 
9325579). Eine proliferative und anli-apoptotische Wrkung 
von GLP-1 auf die in sulinsezemierendcn Zellen ist jedoch 
in WO 9325579 nicht beschrieben. 

Modifikarionen von GLP-1 zum Beispiel durch lipophile 
Substitutionen einzetner Aminosauren (Knudsen et. aL WO 
9808871) oder durch parenteraie Application nritlels lonfo- 
poresis (Glenn et al. WO 9325579) oder buccale Aufnahme 
der insulinotropen Wirksubstanzen (Gutniak et. al. US 
5863555) zielen darauf ab, den insulin freiseizenden Effekt 
von GLP-1 an den pankreatischen p-Zellen zu verstarken. 
Durch den Einsatz des langwirksamen Exendin-Analoge 
von GLP-1 (Hoffmann et aL WO 97/46584) soli ebenfaUs 
eine therapeutische wirksame Insulinfreisetzung an den (J- 
Zellen verursacht werden. Die hier aufgefuhrten Patent- 
schriften beschreiben jedoch ledigiich die insuhnotropen 
Wirkungen von GLP-1 oder GLP-1 Analogen oder GLP-1 
Derivaten. Eine proliferative und anti-apoptotische "TOrkung 
von GLP-1 auf die insulinsezernierenden Zellen ist jedoch 
weder in WO 9808871, noch in WO 9325579, US 5863555, 
oder WO 97/46584 beschrieben. 

Eine Therapie mittels GLP-1 oder Analogen, die darauf 
abzielt die katabolen Wirkungen nach Myokardinfarkt 
(Efendic WO 9808531) oder chirurgischen Eingriffen (WO 
9808873) durch Insulinfreisetzung gunstig zu beeinrlussen, 
wurden ebenfaUs beschrieben, Auch hier werden weder pro- 
liferative noch antiapopfoiische Wirkungen von GLP-1 be- 
schrieben. 

Urn den IJnlergang der insulinsezernierenden 0-Zelien 
beim Diabetes meliitus entgegenzuwirken, werden verschie- 
dene Strategien experimentell angewandr, die darauf zielen, 
die Menge an insulinsezernierenden Zellen zu erhohen. Die 
Internationale Patentschrift WO 98/27210 (Jaspers et. al.) 
beschreibt. ein Verfahren, das durch die Verabreichung eines 
Insulin-XIomologs die Mcngc an korpcreigenen p- Zellen cr- 
hoht. Thorens beschreibt in WO 9625487 die Gabe von gen- 
technologisch hergestellten ZellLinien, die durch die Kopp- 
lung der Insulinsekretion an eine erfotgte Stimulation des 
GLP-1- oder des GIP-Rezeptors dem Insulinmangel beim 
Diabetes meliitus entgegenwirken. Einen ahnlichen thera- 
peutischen Weg durch die Anwendung sehr aufwendiger 
gentechnologi seller Mitt el beschreiben Soon-Shionet aL in 
W09749728. Diese Verfahren sind jedoch insgesamt sehr 
aufwendig und weit von einer klinischen Anwendung ent- 
femt. 

Die Protein kinase B/Akt (PKB/Akr) ist. eine ubiquitar ex- 
pritnierte Serin-Threonin Kinase, die in drei Isoformen vor- 
kommt. (PKBoE/Aktl, PKBR/Akt2, PKB^/AkLS; Coffer et al. 
Biochem. X 335 ( 1998) 1-13). DieBedeutung derPKB/Akt 
filr die Proliferation und Verhinderung des programmierten 
Zeiltodes konnje fur viele zellulare Systeme nachgewiesen 
werden (Coffer et aL vide sura). Die PKB/Akt kann durch 
Rezeptortyrosinkinasen fur Wachstumsfaktoren oder durch 
G-Prot.ein gekoppelte Rezeptoren aktiviert. werden (Murga 
et al. J. 

Biol. Chem. 273 (1998) 19080-19085). Dadurch eignet 
sich die PKB/Akt in besonderer Weise als ein pharmakolo- 
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gischer Angriffspunkt um die Funktion zcllularer Sysleme 
durch Brhohung der prolifcrativen Aktivifat und Verhinde- 
rung des vorzdligen Zelltodes zu vcrbesscrn wie es Roc-nn- 
holm el al, in WO 9901 15 1 fur eine Behandlung des insulin- 
resisicnien Herzmuskels mil Wachstumshormonpraparaten 
beschreiben. 

Los ting 

Aufgabe der vorhegenden Erfindung isles, durch die Ver- 
abreichung einer pbarmakologisch aktiven Subslanz die zel- 
iulare Funktion insulinsezernierender P-Zellen zu verbes- 
sern indein durch die Aktivierung der PKB/Akt diese zum 
Wachsluni angeregl werden und ihr frtihzeiliger program - 
mterter Zelltod verhtnderi wird, um dadurch die Phase des 
retail ven und absoluten Insulinm angels bei der Therapie des 
Diabetes meihtus zu verhindern. Die Substanz soli uber ei~ 
nen auf den insuiinsezernierenden p-Zellen lokalisierten Re- 
zeptor wirken und durch die Vermittlung des durch die Li- 
gandcnbindung aktivierten Rezeptors inlrazellulare Signal- 
transduktionsmolektile aktivieren, die proliferate und ami- 
apoiodsch wirkem Um eine spezifiscbe Wirkung an den in- 
suiinsezernierenden p-Zellen zu erreichen, soli die pbarma- 
kologisch akrive Subsfanz an Rezeptoren binden, die vor al- 
ien! auf insuiinsezernierenden Zellen exprimiert warden. 

3. Beschreibung des Verfahrens 

Diese Aufgabe wird erfwdungsgemafi dadurch gelosf, 
dass eine effekiive Dosis von CLP-1, GIP ? Exendin odcr do- 
zen Anaiogen verabreicbt wird. Dadurch werden die, auf 
den insuhnsezernierenrien p~Zellen befmdlichen, Rezepto- 
ren fur GLP-1 oder GIP aktiviert, die wiederum die intrazel- 
Mare Kinase PKB/Akt. akrtvieren. Als Folge dieser PKB/ 
Akr. Aktivierung konimt es zu einer Proliferation der insu- 
linsezemierenden p-Zeilen und zu einer Verhinderung des 
fruhzeitigen, durch die diabeiische Sioffwechseliage ausge- 
losten, programmierten Zelilod der insulinsezemierenden p- 
Zellen. Dadurch erbohi. sich die Mengen des korpereigenen 
Insulins und des C-Peptids, das bei erhdhter Blutzuckerspie- 
geln ausgeschiiUel werden kann ? was eine Stimulierung des 
Koblebydratstoftwechsels des behandelten Organismus 
nach sich zieht. 

In einer Ausbildung der Methode wird CLP-1 in einer 
Dosis von 1 bis 50 picoM/kg Korpergewichl/Minute intra- 
venos verabreicht odcr in einer Dosis von 0.1 bis 50 na~ 
noM/kg Korpergewieht/Minute subkufam 

Nach einer anderen Ausbiidung der Methode wird GEP in 
einer Dosierung von 1 bis 50picoM/kg Korpergewicht/Mi- 
nute intra venos verabreicbt oder in einer Dosis von 0.1 bis 
50 nanoM/kg Korpergewicht/Minule subkutan, 

Eine weitere Ausbildung der Methode besteht darin, dass 
Bxendin-4 in einer Dosierung von 50 bis 500 naooWkg 
Korpergewichl/Minute intravenos verabreicht. wird oder in 
einer Dosis von 5 bis 500microM/kg K6rpe.rgewich*7Mi- 
nute subkutan. 

In einer weitercn Ausbildung der Methode werden phar- 
makologisch aklive Substanzen mi? agonistischer Wirkung 
am GLP-1 Rezeptor oder am GIP Rezeptor in einer Dosis 
verabreicht, die die GLP-1- und GIP-Rezeploren so aktivie- 
ren, dass dadurch die PKB/Akt aktiviert. wird. Die agoni- 
stisch wirkenden Substanzen am oder GXP-Rezeptor 

konnen peptiderge Agomstet) oder nicht pepdderge Agoni- 
sten sein und intravenos, subkutan, intramuskular, transder- 
mal, oral, buccal oder sublingual verabreicht werden, Wei- 
terhin ist die Verabreichungsfomi bei oraler Gabe eine Ta- 
blette, eine Pi lie, ein Dragee, eine Kapsei oder ein Granu- 
lum. 



537 A 1 

4 

In einer besonders vorlcilhafton Foni^ der Ausbildung der 
Melhode wird (3LP-1 oder eine Subsl anz mil. agonisiischer 
Wirkung am GLP-1 Rezepior und GEP oder eine Subslanz 
mif agonisiischer Wirkung am GIP Rezeptor zgsammen ver- 
5 abrcicht.. Die Kombinationsbehandlung kann auch aus der 
Vetabrcichuiig von Exendin-4 oder einer analog wirkenden 
Substanz zusantmen mil. GJP oder einer Substanz mil agoni- 
stischer Wirkung am GIP-Reze.p1or beslchen. 

Die erfindungsgemaBe Ausbildung der Methode kann an- 
k> gewandt werden bei alien primaren Formcn des Diahcles 
meliitus (Diabel.es meilitus r Typ 1 und 2, MODY-Fonnen des 
Diabetes) und bei sekundarcn Formen des Diabetes meili- 
tus. Eine wcifere besonders vorteilhafie Ausbildung der Me- 
thode besteht in der An wendung bei Vorstufen des Diabetes 
is meilitus iyp 1 und 2 insbesondere im Stadium der einge- 
schrankten Glukosetoleranz. 

Bine Weiterentwickiung der erfindungsgemaBen Methode 
besleht in der EtabLierung eines Versuchsansat zes zur Lsolie- 
rung von Substanzen, die auf insulinsezernierende p-Zellen 
20 wachsiumsfordernd wirken und ein en programmierten Zeli- 
lod verhindern. Zellen, die wehgehend den insulinsezemie- 
renden p-Zellen in ihren physioiogischen und pathophysio- 
logischen Eigenschaften enlsprechen, werden kultiviert und 
mil pharmakologischen Substanzen bei verschiedenen Gtu- 
25 kosekonzenlrationen inkubiert. Die proliferative Akfivitat 
wird durch den Btnbau von 3 H-Thyniidin oder durch Um- 
wandlung eines TetrazoliumfarbstofTes (Camiichel et. ak 
Cancer Res. 47 (1987) 943-946) gemessen. Prohteraliv ak- 
tivc Substanzen werden nachfolgend durch den Vergleich in 
30 anderen Zelisystemen auf die Spezifit&t der Proliferationsin- 
duktion getestet Die Wirkung auf die PKB/Akl wird in ei~, 
nen Tmmunoblol: mit akfivierungsspezifischen Antikorpem 
(New England Biolabs), durch Gelschift oder in einem Akt- 
assay (Coffer et al. vide sura) bestimrnt, 
35 In einer Ausbildung der Methode sind die Zellen INS- 1 
Zellen, HIT-ZelJen, p^TOZelien oder l^NmF5-Zellen (As- 
ian et aL Endocrinology 130 (1992) 167-178), Eine wejtere 
besonders vorteiLhafte Ausbildung der Methode besteht in 
der Verwendungisoherterlnsel-Zellen aus Saugetteren, vor- 
40 zugsweise aus Ratten oder Sen wei net) (Lacv et aL Diabetes 
16(1967) 39ff). 

Eine weitere Ausbildung der Methode besteht, in der Be- 
slinimung der am j-apoptotischen Wirkung von pharmakolo- 
gischen Substanzen durch die Kuitivierung von Insel-Zellen 
45 oder p~ZeliLinien wie oben beschrieben ohne Serum im 
Z^cil-Kulturmedium. Unter dicscn Bcdingungcn untcrgchen 
die Inset-Zellen in Abhangigkeit von der Glukosekonzentra- 
lion im Zel)-Ku)lurmedium nach 24 h bis 48 h eineiii pro- 
grainmierlen Zelltod, der durch verschiedene Verfaiiren wie 
50 zunt Beispiel dem Nucleosomenassay oder der DNA-Frag- 
mentierurtg (stebe Kafaiog Roche Molecular Biochemicals 
1999 Biochemicals Catalog Seite 254-281) besttmml wer- 
den kann. Durch den Zusa(z von phannakologischen Sub- 
stanzen in den Versuchsansatz kann die anfi-apoptotische 
55 Wirku ng ermi u elt werden . 

4. Vorleile und Neuheiten des Verfahrens 

Besonders vorteilhaft isf bei dem beschrieb enen Verfah- 
60 ren, dass durch die Gabe von pharmakologisch aktiven Sub- 
stanzen ein Wachstum und ein Schutz Vor einem fruhzeiti- 
gen programmierten Zelltod der insulinproduzierenden p- 
Zellen erreieht wird. Dadurch unferscheidet sich die Me- 
thode wesentlich von anderen therapeutischen Methoden in 
65 der Behandlung des Diabetes meilitus. Die etablierten thera- 
peutischen Verfahren in der Behandlung der diabetischen 
Stoffwechsellage beinhalten eine Steigerung der Insuiinse- 
kretion, eine Verbesserung der Glukoseaufnahme in die 
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Zelle, einc Hemmung der Glukoneogenese in der Leber, 
cine Verminderung der Resorblion von Kohlehydraten und 
die Gabe von Insulin in verschiedenen pharmakologischen 
Zubereitungen (<1R. Kahn in Principles and Practice of En- 
docrinology and Metabolism. Second Bdilion, XX. Becker 
Ed (LB. Lipincotl Company, Philadelphia, (1995), 
1198 1202,1210 1216; Clark et al. Diabetes Res Ciin Pract 
28 Suppl (1995) S39-47 und Coutant et al. Diabetes Melab 
23 Suppl 3 ( 1 997) 25-28), Durch die gezieUe pharmakologt- 
sche Induzierung einer gesteigerten Proliferation und einer 
Verhinderung des fruhzeitigen programmierten Zelllodes 
der insulinproduzierenden p-Zellen kann die Menge des 
korpereigenen Insulins erhoht. werden. Dadurch wird die 
diabedscbe SlorTwechseliage gunstig beeinfluGt.. Die beson- 
dere Situation, dass auf den insulinproduzierenden Zellen 
G-Prolein gekoppclle Rezeploren der Inkrettnhormone GIP 
und GLIM exprimiert werden, die nach Ligandenbindung 
bei erbdhten Glukosekonzentralionen eine erhohten Akti- 
vierungsgrad der PKB/Akt bewirken, isi besonders vorteil- 
haft fur ihre pbannakoiogische Beeinflussung. Die bier dar~ 
gestelilen Verfahren stelien zum ersten Ma3 eine Methode 
dar, bei der es durch die Aktivierung der GLP-1- und GIP~ 
Rezeptoren au r den insulinproduzierenden Zellen durch die 
Aklivierung der PKB/Akt zu einer Steigerung der Prolifera- 
tion und zu einem Schutz vor einem fruhzeitigen program- 
mierten Zelllod kornmt. In einer Weiterentwickhing der Me- 
thode werden Verfahren dargestellt, die es eriauben gezieit 
extra- und intrazeUulare Kttekforen fur eine Aktivierung der 
PKB/Akt. in insulinproduzierenden Zellen zu isolierem 

5. Anwendungsbeispiele 

5.1 Metabolische Aktivitat in der p-Zeli-Linie INS-1 nach 
Stimulierung mit Insulin, IGF-1 und GLP-1 

INS-1 Zellen (Asfari et al. vide sura; Passage 80-110) 
wurden in 96 well Zeli-Kuiturschalen in RPMI 1640 Me- 
dium (Gibco) mil 10% Kalberserum (Sigma, Deisenbofen, 
FRG) kultiviert Nach einer Hungerphase von 24 h in RPMI 
1640 obne Kalberserum wurden die Zellen bei verschiede- 
nen Glukosekonzentralionen nrit GLP-1 (100 nM; Bachem, 
Bubendorf, CH), IGF-1 (10 nM; Bachem) und Insulin 
(100 nM; Huminsulin Hoechst) fiir 20 h slimuliert. Die me- 
tabolische Aktivitat als MaB der Zeli-Proliferation wurde 
mit einem Tetrazoliumfarbstoff (EZ4U, Biomedica, Wien r 
A) bestimmt. DcrFarbstoff wurde fur 6 h in dem Stimulati- 
onsmedium belassen und danach wurde die Bxtinktion bei 
450 nm in einem BLISA-Reader bestimmt. Die Stimulation 
mit. 100 nM GLP-1 fuhrte zu einer glukoseabhangigen Pro- 
liferation der INS- 1 Zellen, die bei 10 mM Gl ukose mit 3 1 % 
und bei 15 mM mit. 41% circa doppelt so hoch war wie bei 
einer aileinigen Stimulation mit 10 mM Glukose (13%) und 
15 mM Glukose (23,5%). Dabei lag die Stimulation durch 
GLP-1 auf die metabolische Aktivitat ungefahr gleich hoch 
wie bei einer Stimulation mit 100 nM Insulin und 10 nM 
IGF-1 (Abb, 1). Die proliferative Aktivitat wurde als pro- 
zentuale Relation im Vergleich zu einer Stimulation der Zel- 
len mit 10 mM Glukose und 10% Kalberserum bestimmL 

5.2 Bestimmung der PKB/Akr. Aktivierung durch GLP-1 

INS-1 Zellen wurden kuliiviert wie oben beschriebem 
Die Zellen wurden Liber Nacht in RPMI 1640 Medium ohne 
Seramzusatz gehungert. Die Stimulation der Zellen erfolgte 
mit GLP-1, Insulin und IGF-1. Zur Bestimmung des Zeit- 
verlaufes der PKB/Akt Aktivierung wurden die Zellen bei 
10 mM Glukose mit GLP-1 , Insulin und IGF-1 in einer Kon- 
zentration von 10 nmol zwischen 3 und 360 Minuten stimu- 



liert Die Zellen wurden iysierl und 100~zg Protein wurden 
auf mil einem 7%igen SDS-PAGB Gel aufgetrennt, auf Ni- 
trozetlulosc Membranen transferiert und die akli viertePKB/ 
Akl. wurde mit einem pbospho-spczifischen Antikorper ge- 

5 gen pSer473 der PKBa/Aktl nachgewiescn. Ein Immuno- 
blot fur die Gesamtform der PKB/Akl djente als Kontrolle 
(New England Biolabs). Das Maximum der PKB/Akt Akli- 
vierung durch GLP-1 lag bei 360 Minuten (Abb. 2A) wah- 
rend Insulin (Abb. 2B) und IGF-1 (Abb. 20) die PKB/Akt 

10 zwischen 3 und 30 Minuten maximal stimuiierten. 

Um die Dosis-Wirkungskurve von GLP-1 im Vergleich 
zu Insulin und IGF- 1 zu bestimmen, wurden INS- 1 Zellen 
uber Nacht in RPMI Medium ohne Serumzusalz gehungert. 
und danach fiir 10 Minuten (Insulin und IGF- 1) beziehungs- 

15 weise 360 Minuten (GLP-1) sfimuliert. GLP-1 fuhrte zu ei- 
ner halbmaximalen Aklivierung in einer Konzentration von 
10 nM (Abb* 3 A) wahrend die halbmaximale Stimulation 
fur Insulin bei 50 nM (Abb. 3B) und fur IGF-1 bei 1 nM 
(Abb, 3C) lag. Die Beslimmung der PKB/Akt. Aktivitat. 

20 wurde durchgefuhrt wie oben beschrieben. 

Die Gl ukoseabhangigkeit der PKB/Akt Aktivierung 
wurde durch Stimulation mit 10 nM GLP-1 (60 Minuten) 
und 10 nM Insulin und 10 nM IGF-1 (jewetls 10 Minuten) 
bestimmt (Abb. 4). Die Messimg der PKB/Akt Aktivierung 

25 wurde durchgefuhrt wie oben beschrieben, Der Gfad der 
PKB/Akt Aktivierung konnte durch eine Steigerung des 
Glukosezusatzes im Medium erhohl. werden. Dabei zeigte 
sich auch eine Krh6hung der PKB/Akt Aktivierung durch 
GLP-1, Insulin und IGF-1 bei supraphysiologischen Gtuko- 

30 sekonzentrationen (Abb. 4). 

8, Eriauterungen zu den Abbildungen 

Abb. 1 : Bestimmung der metabolischen Aktivitat in der 

35 p-Zeil-Linie INS-1 bei verschiedenen Glukosekonzentratio- 
nen und nach Stimulierung mit 10 nM IGF-1 und 100 nM 
Insulin und IGF-L Der Grad der metabolischen Aktivierung 
ist ais prozentuale Relation im Vergleich zur metabolischen 
Aktivitat. bei 10 niM Glukose und 10% Kalberserum im Sti- 

40 mulationsmedium angegeben. Ergebnisse aus 12 unabhan- 
gigen Versuchen. 

Abb* 2: Zeitverlauf der ProteinkinaseB/Akt Aktivierung 
in der der P-Zell-Linie INS-1 durch GLP-1 (A), Insulin (B) 
und IGF-1 (C), INS-1 Zellen wurden liber Nacht in RPMI 

45 1640 Medium gehungen und mit 10 nM GLP-1, Insulin und 
IGF-1 stimulicrt. Die Aktivierung der PKB/Akt wurde 
durch Auftrennung der Proteine in einem 7%igen SDS-Page 
Gel und nachfolgenden Immunoblot mit einem aktivie- 
rungsspezifischen Antikorper gegen das phosphoryliert.e Se- 

50 rin 473 der PKBa/Aktl (New England Biolabs) nachgewie- 
sen. Ergebnisse aus 3-5 Versuchen. 

Abb. 3: Dosis-Wirkungskurve der PKB/Akt Aktivierung 
in der der p-Zell-Linie INS-1 durch GLP-1 (A), Insulin (B) 
und IGF-1 (C)> INS-1 Zellen wurden uber Nacht in RPMI 

55 1 640 Medium gehungert. und mit verschiedenen Konzentra- 
tionen von GLP-1 , Insulin und IGF-1 stimuliert. Die Akli- 
vierung der PKB/Akt wurde durch Auftrennung der Pro- 
teine in einem 7%igen SDS-Page Gel und nachfolgenden 
Immunoblot mit einem akiivierungsspezifischen Antikorper 

60 gegen das phosphoryiierte Serin 473 der PKBa/Aktl (New 
England Biolabs) nachgewiesen. Ergebnisse aus 3-6 Versu- 
chen, 

Abb. 4: Glnkoseabhangigkeit der ProteinkinaseB/Akt 
Aktivierung in der der JJ-zell-Linie INS-1 durch GLP-1 (A), 
6S Insulin (B) und IGF-1 (C). INS-1 Zellen wurden uber Nacht 
in RPMI 1640 Medium gehungert und bei verschiedenen 
Glukosekonzentrationen mit 10 nM GLP-1, Insulin und 
IGF-1 stimuliert. Die Aktivierung der PKB/Akt wurde 
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durch Aufrrcnnung der Proieine in einem 7%igcn SDS-Page 
Gel und nachfoigendcn rmmunoblo* mil einem aklivie- 
rungsspezifiaehen Anlikorpergegen das phosphorylierle Se- 
rin 473 dcr PKBa/Akf 1 (New England Bioiabs) nachgewie- 
sen. Hrgcbnissc aus 3-6 Versuehen. 5 

Patent an spriiche 

!. Die Verwendung eines phannazeulischen MiUeLs, 
das GUM, eincn GUM Agonisten oder ein GLP-1 to 
Derivat enlhali, um die insutinsezerniercn den p-Zellen 
zur Proli feral ion anzuregen und ihren vorzeitigen pro- 
grammierten Zcillod zu verhindern, 

2. Die Verwendung dues pharmazeutischen Mill els, 
das GIE. einen GXP Agonisten oder ein GIP Derivaf, is 
en 1 hail 7 um dieinsulinsezernierenden p~Zellen zur Pro- 
liferation anzuregen und ihren vorzeiHgen program- 
mierlen Zelitod zu verhindern. 

3. Den Gebrauch eines phannazeulischen Mittels, das 
Exendin-4, einen Exendin-4 Agonisten oder ein Exen- 20 
din-4 Derivat enthalL, um die insulinsezemierenden (J- 
Zelien zur Proliferation anzuregen und ihren vorzeiti- 
gen programmierlen Zelitod zu verhindern. 

4. Eine Melhode Zusta'nde mil gestorfem Kohlebydrat- 
sroffwechsel durch Aktivierung der PKB/Akt. in insu- 25 
linproduzierenden (3-Zelien zu behandcln, indent ein 
pharmazeutisches Millet, bestehend aus GLP-1 , GLP- 1 
Agonisten, GLP- 1 Deri vat en, Agonisten des GLP-1 
Rezeptors, Agonisfen der GLP-1 Signal Transdukli- 
onskaskade, Miftel, die die Synihese endogenen GLP- 1 30 
stimulieren, Mitiel, die die Prebetzung von GLP-1 sti- 
multercn und ihrer phannakologischen Salze, verab- 
reicht wird. 

5. Eine Methode nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das pharmazeulisches Mi lie! aus der 35 
Gruppe, bestehend aus GUM, GBM Agonisten, GBM 
Derivaten, Agonisten des GIP-1 Rezepiors ? Agonisten 
der GIP-1 Signal Transduktionskaskade, Mittel, die die 
Synihese endogenen GBM stimulieren, Mittel, die die 
Freisetzung von GBM stimulieren und ihre pharmako- 40 
logischen Salze, ausgewahlt wird, 

6. Eine Methode nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das pharmazeutische Mittel aus der 
Gruppe, bestehend aus Exendin-4 und Exendin-4 Ago- 
nisten und Exendin-4 Deri vale und ihrer pharmakolo- 45 
gischen Salzc, ausgewahlt wird. 

7. Eine Methode nach Anspruch A, 5 und 6, dadurch 
gekennzeichneU dass der Zustand mil gestorlem Koh- 
lehydratstoffwechsel aus der Gruppe Diabetes nielli tus 
Typ 1 und X MODY, Geslalionsdiabeles und sekunda- 50 
rer Diabetes ausgewahlt. ist. 

8. Eine Methode nach Anspruch 4, 5, 6 und 7, dadurch 
gekermzeichneU dass das pharmazeutische Millet pa- 
renteral verabreicht wird, 

9. Eine. Methode nach Anpruch 8, dadurch gekenn- 55 
zeichnet, dass das Miftel intravenos verabreicht wird. 

10. Eine Methode nach Anpruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Mitiel subkutan verabreicht wird. 

11. Eine Methode nach Anpruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnel, dass das Mittel transdermal verabreicht wird, 60 

12. Eine Methode nach Anpruch 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Mittel intramuskular verabreicht. 
wird. 

13. Eine Methode nach Anpruch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Mitiel buccal verabreicht wird, 65 

14. Eine Methode nach Anpruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Mittel sublingual verabreicht wird. 

15. Eine Methode nach Anpruch 9, 10, 11 und 12, da- 



durch gekennzeichncl, dass das Millet kontinuierlich 
verabreicht wird, 

16. Eine Melhode nach Anspruch 4, 5, 6 und 7, da- 
durch gekennzeichnct, dass das pharmazeutische Mil- 
lei oral verabreicht wird, 

17. Bine Melhode nach Anspruch 16, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die pharmazeutische Zubereitung aus 
tier Gruppe, besiehend aus einer Tablet te, einer Pi lie, 
einem Dragee, einer KapseJ oder einem Granulum, 
ausgewahlt wird. 

18. Eine Methode nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichneu dass GLP-1 in einer Dosis von 1 bis 50 pi- 
coM/kg Korpergewichi/Minute intravenos verabreicht 
wird oder in einer Dosis von 0. 1 bis 50 nanoM/kg Kor- 
pergewichi/Minute subkulan, 

19. Eine Methode nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichneU dass GIP in einer Dosierung von 1 bis 50 pi- 
coM/kg Korpergewichi/Minute intravenos verabreicht 
wird oder in einer Dosis von 0. 1 bis 50 nanoM/kg Kor~ 
pergewicht/Minule subkulan. 

20. Bine Methode nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnct, dass Exendin-4 in einer Dosierung von 50 bis 
500 nanoM/kg Korpergewichi/Minute inlravenos ver- 
ahreichl wird oder in einer Dosis von 5 bis 500 mi- 
croM/kg Korpergewichi/Minute subkutan, 

21. Eine Methode nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnef, dass das pharmazeutische Mittel auch par- 
tielle Anatgonisten des GLP-1 Rezeptors oder der 
GLP-1 Rezeptor Signaltransduktionskaskade en thai!. 

22. Eine Methode nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeicb neu dass das pharmazeutische Miftel auch par- 
tielle Anatgonisten des GTP-1 Rezeptors oder der GIP- 
1 Rezeptor Signaltransduktionskaskade enthalt. 

23. Eine Mefliode nach Anspruch 4, 5 und 6, dadurch 
gekennzeichneU dass das pharmakologische Millet ein 
Kombinationspraparat bestehend aus GLP-1, GIP und 
Exendin-4 1st. 

24. Eine Methode nach Anspruch 23, dadurch gekenn- 
zeichnct, das die phannakologischen Mittel aus der 
Gruppe, bestehend aus bestehend aus GLP-1, GLP-1 
Agonisien, GLP-1 Derivaten, Agonisten des GLP-1 
Rezeptors, Agonisten der GLP-1 Signal Transdukti- 
onskaskadc, Mittel, die die Synfhese endogenen GLP- 1 
stimulicren, MitteJ, die die Freiselzung von GLP-1 sli- 
mulieren und ihrer phannakologischen Salze, und GIP- 
1, GIP-1 Agonisten, GIP-1 Dcrivaicn, Agonisten des 
GIP-1 Rezeptors, Agonisten der GIP-1 Signal Trans- 
duktionskaskade, Mitiel, die die Syn these endogenen 
GIP-1 stiniulieren, Mitiel, die die Preiselzung von GIP- 
1 stimuli eren und ihre phannakologischen Salze sowie 
Exendin-4 und Exendin-4 Agonisten und Exendin-4 
Deri vale und ihrer pharmakologischen Salze ? ausge- 
wUnlt wird, 

25. Eine Methode nach Anspruch 24 ? dadurch gekenn- 
zeichnel^ dass das KoEnbinationspraparal eine Methode 
nach Anspruch 8 bis IS ist, 

26. Die Verwendung der Melhode nach Anspruch 
1-25, mil. dein Ziel, dass der Glukosestoffwechsel nor- 
malise ert wird. 

27. Die Verwendung der Methode nach Anspruch 
1-25, mil dent Ziel, dass der LipidstofTwechsel nonna- 
lisiert wird, 

28. Die Verwendung der Methode nach Anspruch 
1-27, im Stadium der geslorten Glukosetoleranz, 

29. Die Verwendung der Methode nach Anspruch 
1-28, dadurch gekenzeichnet, dass die Melhode im Zu- 
stand der Insulinresistenz nach chirurgischen Eingrif- 
fen oder Myokardinfarkf angewandt wird. 
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30. Bine Melhode p-ZeU-spezifiscbe Akiivierungs-Ef- 
fekloren der PKB/Akl. isolieren t indem die prolifera- 
tive Akti vital phannakologischer St.offe in Zell-Proli- 
ferationsversuchen gemessen werden. 

3 1 . Eine Melhode nach Anspruch 30, dadurch gekenn- 5 
zejehnet, dass die anti-apoplotisehe Aklivnat pharnia- 
kologischcr Sloffe genoessen wird, 

32. Bine Melhode nach Anspruch 30 und 3U dadurch 
gekennzeichnei^ dass die Zeilen INS-1 Zelien, HIT- 
Zeilen, p-'JXJ-Zellen oder RINniFS-ZeUen darslcllen. 10 

33. Eine Methode nach Anspruch 32, dadurch gekenn- 
zeichnel, dass die Zellen isolierte Inselzellen darsiei- 
len. 
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Abbildung 1, Metabolische Aktivitat in INS-X Zellen 
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Abbilduncj 2. Zeitverlauf der PKB/Akt AJctivierung in INS-1 
Zellen durch GL.P-1, Insulin unci IGF-1 
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Abbildung 3. Dosis-Wirkungskurve der PKB/Akt Aktivierung in 
INS-1 Zellen dLurcti GiLP-l, Insulin und IGF-1 
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Abbil<±ung 4. Glukoseabhangigkext der PKB/Akt Aktiviejcung in 
INS-1 Zellen durch. GLP-1 , Insulin und IGF-1 



2, 5m mo I 5mmol 



10mmo! 



20mrnol 



1600 



1400 




nur Glukose 



GLP-1 10 nmol 



Insulin 10 nmol 



IGF-1 10 nmol 



PKB/Akt gesamt 




inur Glukose 

a GLP-1 

10nmol 

□ Insulin 
10rimol 

m IGF-1 io 

nmol 

ii PKB/Akt 
gesarrit 



2,5mmol 



5 mm ol 



lOmrnol 



20mmol 



002 047/215 



SDOCID: <DE 19921537A1J_> 



